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m・アミノ安息香酸ペプチドの水解
千葉大学医学部医化学教室〈主任 赤松教授〉
降矢 震 
SHIN.FURIYA 
f， 
m・アミノ安息香酸ペプチ 1';を基質とし酵素的水解によって遊離するm・アミノ 安息香酸J
(aB)を比色定量ずる方法と，とれを応用したる酵素実験の成績とについ宅既に報告(りしたが，
との方法ば実施が簡単でありι対照実験を必要としたい特徴があるO 最近の学設によれば，ベ
プチダーゼの特殊性を決定する因子は，結合アミノ酸の数よりはむしろ結合アミノ酸の種類で
あるが，私はグリシJ1:-m・アミノ安息香酸くG-a)3)， DLロイシル・ m・アミノ安息香酸 (DLL-
aB)の如きペプチドを基質・として用いる実験を進めて，とのアミーノアチル・ m ・アミノ安息香
酸のカルボキシル基にグりシン (G)を結合せしめた場合と， m・アミノ安息香酸を m・ヂア
ミノ安息香酸として，その芳香核の両アミノ基に各 1分子のグリシンを結合せしめた揚合につ
き，その酵素的水解を検中したo本編は，.G-aB，G-aB-G，DLL-aB， DLL-aB-Gに関ナるもので
ある。とのうち DLイ本の不斉水解については銃に記述したからこ Lでは之に触れす勺また Dベ
プチダ{ぜについては改めて報告ナるO
実験の部 
1) 基質・ 
1) G-aB DLL-aB，DLL-aB-G 
~報くりの標本を用いた。 
2) G-aBG‘
aB-G 2g争 lN苛性y-グ 10ccに務かし，水 
20ccを加え， .::r...-テル 20ccを重ねて塞剤中に氷
冷ずる。 15ccのエーテルに務かしたクロ Jレアセチ 
Jレタロリド 1.5gとlN苛性ツーグ約 15ccとを 3 
固に分けて交互に振盤しつつ加え，反応が終つでか 
らエ テノレ麿を除き，箆酸にでコシゴ酸性として洗F
澱ずる結品を集め，水洗して 80%アルコールで再 
結品ナ否。針状クロJレアセデル・ aB.G約 1.5gを
得る。融点 2180 分解く末補IE)o 
黒変発泡しで融けo。
分析 結合、・aB 計算値 54.2% 
実iM値 55 % 
窒素 計算値 16.7% 
実測値 16.3% 
3) ヂグリシシ，.ト Pグリシジ 
当教室，西平の合成せる標本を用いた。
I) 試験液の組成 
1) 燐酸堕緩衝液白場合
Mhω基質くm・アミノ安息香酸ペプチド)lcc-l;
M!lOpH 7.4燐酸盤緩衝液 3cc+水 5cc十酵素液
lcc 
め賦活試験の場合，
Mh∞基質(m・アミノ安息酸ペフチド)lcc + 
ク回Jレプセチル・aB・ G19を濃アジモエア* M/lOpH7.4マレイシ酸謹混波3cc十 Mh∞MnSo
20cc中に溶かし，室温3日放置後，減圧下濃縮し +ーM/aoシ九テイシ lcc十7}(3cc十酵素液 1cc。
4， 
で乾回せしめ，とれに水を加へで再び濃縮乾回せし 賦活剤を用いぬ対照実験には Mn:+，システイシ 
~õ。内容を少量の7}(で洗い出し， 1N 苛性 Y -J(" の代りに水を用い o" 玄た Fe*の時には M/lω 
5ccを加えて溶解し， 1N箆酸5ccを加えて再び MnSo品 lccを用いた。
沈澱せしある。沈搬を集占うで歩量の熱7}(で3回，洗 II) *解度測定法
液に Clー が認められなくなる主で洗b、，乾燥する。. 既報くりの方法に従って行った。ずなはち試験波 
1000 民主主中で 1分子の結晶水を失う。極徴細な結 2cc'を5%三塩素酷酸3ccで除蛋白し，溶液 lcc
品状の塊でああ。 2500 で禍変し，2650く未補iE)で を日感付試験管にとれ塩酸酸性にしてヂアゾ化し
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2分後に H酸アシモエア亜硫酸ソーダ混液 (0.5% 酷酸添加による pH4.5沈践をくりかえしでもとの 
H酸液2cc十10%'アンモユア水 5cc+水 15cc 傾向は変らない。とれら AE，AE'，Pはいづれも
..Jt"1g) 2 ~c を加ヘで，水を以て Mn+十システインによ P賦活きれない。+無水亜硫酸y
金量をlOccとナる。発現ナる紅色を 15分後にプ とのア=リンヂベプナド及びトリペプチド* 
Jレフリヲヒ光度計〈フイJレター S53)で測定する。 解酵素の相互分離を行ふべし酷酸エレプシシ液に
歩なくとも¥1時間以内では発現紅色の吸光度係数は pH5主た pH7でカオりシ吸着処理を試みたが，そ
， 安定であ名。同様の操作に去り aB-Gが aBと撃し のカ伺関係は変らず， pH5での水酸化鉄燐酸鉄扱
く墨色し，暖光度も等しいととは翫報の湿りであ 着ではその吸着残設の酵素作用は甚だ低下するが，
ヂペプチド，. る。 . トPベプチド*解の遅速関係は諮転せ
A 
実験成績 ず，吸着された各酵素を 0.05M酷酸 y ...Jt"で溶出，e
1)豚小腸グリセリシ抽出液によ o実験 せしめたものも，酪酸エレゲシν同様，アユリシヂ
ミ 1) 酷酸エレプシシ。 ペプチドを同トリベプチドよりも速か r~*解ナる。
酵素液製法 JohnsonCヨ〉らの製法に従ひ，新鮮な また酷酸エレプシンくAE)は中性65.0 5分加温で
豚小腸粘膜50gを磨砕し，グリセリジ 200gを加え は著しく失活ナるが， 600 5分加温では効力の減少
を3日開放置後遺枕して氷室に貯えたる上清lOcc をみず，また上越のように透析後 pH4.5で室温に
にO.06N蹄酸10ccを加えで遠沈ナる。上清都は 置いても効力の減少をみたい。， 
Johnsonらのいう酷酸エレプシンく，AE)である。 2) ロイシルベプナグ戸ゼ
詑澱部からは，とれを・10ccのホで洗ってから 0.05 とり酵素は，主ず Johnson法。〉に従って調製し 
M酷酸ツーグ液10ccに浮遊し，遠沈して上清都を た。?なはち小腸粘膜グリセリシ抽出液 1容に7](1
得る。之をP液とナる o酷酸エレプシシ (AE)を流 容を加え，冷アセトシ 4容を加えて生ず'る沈離を水
水に 1日透析して之に酷酸を加えで pH4.5とし遠 で抽出したくA液〉。とのA波の酵素作用は極必で
ぬしで上清都AE'を得る。之撃の液を用いで4基 徴弱であoが，両グリシJレア=リシペプチドを殆ゐ
シ
ス 
質・を*解せしめた成績は表1の濁りである。一 ど*角予せず， とれに反してロイシルア=.!)シベプチ
ドを，ととに Mn怜システイン添加後に著明に*解
間i酸エレプシシによる水解
するから(表2.A)，所・謂ロイシルベプナ.Jt"-ぜと
AE' 称ずべきものでああ。なおこの表の成績に示ナ知〈質|添戸r-AET五l
12% 5% 20% 
DLL:aBが DLL-aB-Gよりも速かに*解されあ。
部一基
'G-aB 
4 しかしとの*による抽出液Aはその活性・が低いので、GaB・G‘ ナ 4 7 
シ 44 アセトシ沈澱を水の代りに 0.05M酷酸 y ...Jt"で抽Dr.L-aB 39 31 

_.DLL-aB-G 
 29 出するとくB液)，表2，Bに見るごとしとのB波
13 
によるロイシノレア=.'!}シペプナドの*解作用は A波
'3721 
Mn++ 11G-aB 6 
よPも強主っているが， Mn1tシステイシによる賦4G-aB-G 7 5 
39 活率はむしろA液の場合に比し低り。次にと1b酸酸 7・DLL-aB 35 30 
-イ '22 y..夕、抽出液 (B液〉の硫安分割によるアルプミ νDLL-aB司G 20 34シ
試験液組成 MjlOO基質'1cc十 M/topH7.4マレイ
部分を製出しで供試すると再び Mn++システイシに
よる賦活は強くなった。〈表 2，C) 
シ酸塩混液+1tj100 MnSO品 1cc+ M/30システイ
また B液は pH4.5室温30分で金〈失活ナる。
シlcc+水3cc+酵素液1cc
とれらの成績を上惑の酷酸・エレプシシでの成績と対
実験湿度 370 実験時間 30分くAE'は酵素波
比ナると， Mn件システイシに上つで賦活されあロ
3ccを用う〉
イジルベプチグーぜと，賦活されない一般ベプチF
酷酸により沈澱されtcl，t、 AE及び AE'はいづれ ぞとが存荘ナるととを意味ナる。とのうち一般ぺ
、ト‘ 
F
も供試されたヂベアチf与をくG司aB， DtL-aB) トリベ プチ.Jt"....ゼ，ナな陪ち酷酸.:r:.レプシンは，とれを透
プチド:(G-aB:G，DLL-aB~G) よ P も速おに水解ナ 析してグリセリンを除いたもの七とれに酷酸を加
否。 rx澱部からのP液は AE，AE'液に反し，上記 えて pH4.5で室温に放置したものとでそのカ価の
トリベプチドを~ヂペプチドよりも惑かに水解し， 切相違がほとんど認、必られないのに反し， iコイシルベ
.~，. 
， ， 
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表2 ロイジルベプチグ:~ -lさによミ5水解 表 3 酵母ぺ，プチグーゼによ oヂグリシ ν，
基 質
G-aB 
G-aBiG 
.r， DLL-aB 
I>L-aB-G 
G-aB ~ト 
G-aB-G 
DLL-aB 
DLL・.aB-G
添加 
ナ
シ 
Mn++ 8 試験液組成 M/':J基質 1cc+M/IopH 7.4燐酸塩媛
シ 。 。 13ス 街液3cc+酵素液 1cc。
フ喝 33 30 50 35 
測定法，上記試験液 1cc中の遊離カルボキシノレイ 17 15 ，50 16 ユノ 基の噌加を Grassmann Hyde 法により thymoIp~
一一 
C トDグリシシの7}(解BA 
Diglycine 1 Triglycine 24時間 
。% 。% 5% ー 11時間|吋問 11時間 r3時間一%。 。 酵母 0%1 . 3%1 18%1 28%一 aminopeptidase 8 3 今 14 50 4 
1 -，，27，dipeptidase 10酵母250 . 
。
2 
。
5 
試験液組成，実験労法は表 1と同じ。 hthalein去指示薬としてN/uoKOHくアルコールコ、 
デチグーぜた忍B液は'pH4.5室温30分にで金〈失 にで滴定して定量ずる。
活した ζとが注目されあ。 酵素容製法酵素標本 30mgを 3ccの水に溶か
以上白如< DLL-aB及び DLL-aB-Gはロイシル ナ。
ベプチグーぜくMn持システイシによって賦活され
る)K.tつでも氷解されるし，一般ベプチ・ダ ぜ 表 4 酵母ベプチグー 4さによる水解 F
l 酵母 | 醗〈酸に対しで比較的安定3によっても水解されると 基 質 la貸出ο;~';tidase 1 dip句ωm 
とにな与。 
G-aB 1 . 0% 1‘， 0% 
G-aRG ， 0 ， 0 
Eコ酵母ベプチグ、ーゼによる実験 
DLL-aB '1 7 I 14 
Schneider防法時従い，コユピオス 45gに7.k130cc DLL-aB、G I 6 I 5 
を加えでよ〈混和し， 48時間後遺詑して上、清都約 、 
40ccを得る。之に飽和水酸化パリウム?容を加えて 試験液組成 M/1ω 基質1cc.+ Mj岬 H7.4燐酸緩 
pHを8.0とし，遠沈して上清をと'P，稀酷酸で pH7 街液3cc十7.k5cc+酵素液 1cc 370，3時前。
とした後に再び遠沈して， ζの上清 25ccにアセト 酵素液は 50mgの酵素標本を 2ccK溶恥ナ。 
νを逐次， 10 cc，25 cc，-13 ccと加えでその都度遠沈
しで各アセトシ沈酸芳劃をアセト νエーテルで乾燥 最近 SchaIles<のらは Schneiderの醇母ヂベプチ 
す=答。 Schneiderによれば第一分割はアミノベプ pl"--lむとどにその透析液による戸イシルグ、リシシ
ナグーぜを，第 3分割はヂベプチグーぜを含むとい の水解が， Fe村主た Dopaによっで，時に 2倍近
う。私がヂグ 9シン， トリグリシシについで行った 〈噌強されるととを報告した。‘ロイシルアニリシペ
実験成績は表3の如〈大体に於て両酵素の相互分離 プチドの酵母酵素による水解でも， Fe*による賦活
が行ほれた。 が認められ，との賦活はアミノベプチpl"_ぜ陀於で
とれら酵素を用いて aB-ペプチドの*解を試み 著しかったが， Mn* +システインでは賦活が陰性
るとその成績は表 4の如くでああ。 であった。く表5)i
DLL-aB及び DLL-aB-Gは両酵素のいづれによ とれに3対して小腸ロイシル.ベプチグーぞく前記実
っても水解され，その水解速度は前者が後者よ Pも 験のB液〉では Fe*添加の場合は Mn付と反して
速かである。との実験に於けおよりもはるかに大量 むしろ*解度は低下してい否。ーく表め
の酵素を用いたときには G-aB，G‘aB-Gは軽度に とのように酵母のベプチグーぜは両グリシルアユ
水解され得たが，その時伺内にロイシノレ体の水解は リン λミプチド'をほ正んど*解しない点では小腸ロイ
既に 50%に到達しで居たから，とれら酵母酵素に シJレベプナ，3l"-ぜに似てい各が， Mn付による賦活
よ忍グ!]Vlレ体の水解は著しく微弱であさといいう がみられず，かへって Fe:+によあ賦訴がみられる
答。 点、に於て異っている。
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酵母ベプチグーぜに対ナる賦活物質の彰響
酵母 dijjeptidase 酵母 aminopeptidase
基 『質 
酵 菜‘
DLL-aB DL-aB-GDLL‘aB DLL-aB‘G 
ナ， シ 6% 2% 4% 1%添
3 1 4Mn++ ~ステイシ 2 
Mn* 3 5 25 
"ー 
カ日 7 
試験液組成 M/10基質，1cc十 M/topIi7.4マレイ ν酸塩混液3cc+賦活物質溶液伊hoMnS04" 
M/10oFeS04" M/30ジステイシ〉或は7.k2cc+水 3cc+酵素液1cc 370 3時間。
酵素液は，酵素標本50mgを2ccに溶かす。
3 147Fe* 
， 
J 
三、
ap
目 
表6 ，J~腸ロイシ Jレベプチ Jt"- ぜに対ずる Fe* 表7
の彰響 同l1s.IBergmannlωsmann 
基 質- DLL-aB DLL-aB同G 腸 + 

抱部出国
u m p - -popoen- npid
‘
・ MeM e stdeMEa
pep mee
7a
m P・ E  
+
F6%添 l ナ. ~ 15% + 士国 川酵グ
加 Fe* 11 5 
試験液組成は表5と同じ。水解時間 30分。
る。 ζの不一致はベフ。チdi"-ぜの特殊性が，酵素と酵素は表2のB漉。
考 按
F 
Grassmann切らが酵母ヂベプチグーぜの作用を
蒙あた占うには基質に遊離アミノ基と共に，遊離カル
ポキシル基の存在を必要とナる，と主主ぺでいるのに
対し， Ba1IS(6)ちはグ Pシルアユ Pシペプチドくグ 
PシJレ・ p・ニトロアニリ ν，グリシJレ・P・アミノ
安息香酸，グ Fシル・ m ・アミノ安息香酸〉が腸ヂ
ペプチグーぜによって7.k解され，とれに反して腸ア
ミノベプチグ F ぜくヂベプナ，!il"-"iぎを含主ぬ〉では
水解されぬ， と報告した。 Bergmannσ〉らは，グ P
~)レア.=. 9シベプチドくグリシル・p..=.トロア品 
pν，グリシル・p・アミノ安息香酸〉が小腸グ P
セリ シ抽出液及び腸アミノベプチグ戸ぜによっては
7.k解されるが，酵母ヂペプチ，!il"-ぜによっては水解
されないから， Bal1sちの所見は彼等のヂベプテF 
F ぞに混在していたるアミノベプチJt"-ぜによる7.k
解であらうと主張した。ヨえいで Grassmanがめらは
グリシルならびにアラ.=.)レア=リシペプチドが酵母
アミノベプチ，!il"-ぜによ P殆んど水解きれないが，
酵母ヂペプチ，!il"-ぜでは少いながらもたしかに水解
されあと報告している。とれらア=リシペプチドの
7.k解性!之関ナる諸学者の成績を表示ずると表 7の如
くになる。
との様に諸学者の実験成績は，あたり相異しhでい
結合ナる基質の結合基に関ナるとの設に閲執した結
果でるらう。私が遁試したようにヂク Pシシ， トリ 
グリシシの*解が酵素によって異ミ5点からみても，
ベプチJt"-ぞの特殊性はアミノ醸の結合数によっで
も決定される。なおとの特殊性決定に構成アミノ酸
の種類が関係ナるとして，私の成績をみあと，腸粘
膜には歩くとも一般ベプナ，!il"-ぞとロイシルベプチ
グー『きが存在し，前者はグ P シ Jレ及びロイ~)レアー 
Pシベプデドに作用ナるが，後者はロイシルア .=.9
ンペプチドに撰択時に作用し， Mn*によって賦活
せられるが，グ FシJレア=リンペプチドには殆んど
作用しない。主たロイシルベプチグーぜは酸性では
不安定なる点でも一般ベプチ#，'-ぜ胤異る。他方 
Schneiderの酵母ヂベプチ，!il"-ぜ及びアミノベプ
テ，!il"-ぜは共にグ Hシルア=9シペプデドを7.k解し
難<，之に反してロイシJレア=9シペプチドを7.k解
し易いというととは，とれらロイジルア=.9シペプ
チドを7.k解ナミ3酵母酵素が一般ベプチJt"-ぜ，即ち
ヂグリ シシ*解性のヂ、ベプチdi"-ぜ， トPグ 9~〆シ
7.k解性のアミノペプナ夕、、 F ぜなどとは異な Y，ロイ
シシアミド，ロイシルグ Pシν等に作用ナるロイジ 
Jレベプチ夕、、戸ゼ、た7.)ととを示すものでああ。なお小
腸にロイシルベプチdi"-ゼが存在ナあととは上越し
たが，ロイシルベプチグ」ぞのうちにも，それが!J、
腸あ7.)いは酵母に由来するかによってイオジ賦活関
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係が異ってい石。 より定まれまたそれらのうちには賦活イオシを要
かく考察ず告と，ベプチr二ぞの種類は教多( ナ忍ものと恭らぎ忍ものとがあって，との賦活イオ，-
その特殊性は構成アミノ酵の種類及び謹鎖の長さに シも酵素によって異づでいる ζ とになる。

総括 
  
1) ロイジル・ m・アミノ;安息香酸及て;:ロイシル・ m・アミノペンゾイルグリシンはE豚小腸
与り得られるロイシルベフ。チダ{ぜによって水解される O との酵素除 pH4.5室溜30分で完全
に失活ナる。とれらの基質のほた，グリシル・ m ・アミノ安息香酸，グリシル・ m ・アミノベ
ンゾイルグリシンば一般ペプヂグ{ゼにより水解され得るが，との場合には Mn+tによる賦活 
F は放しまたとの酵素股ロイシルペプチグ{ぜに反して酸に対しても比較的安定である。 
2) 酵母ヂベプヂダーゼ及びアミノベ;プチダ{ぜによってもロイジルアェリシペプチ rは水
解されるが， Fe+tによって賦活される点で， Mn++によって賦活され Fe*によっては賦活され
たい小腸ロイシルベプチダ{ぜと具る。なお酵母酵素はグリシルアコリンペプチ rを水解し難 
、。v
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